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RESUMO
Considerando que o meio de cultura usado para a propagação de culturas in vitro tem uma alta
concentração em minerais, aliado a um custo elevado e à dificuldade de aquisição de nitrato e amônio, objetivou-






) usadas no meio de cultura de segmentos
nodais de Coffea arabica L. cv Rubi. Explantes (2 cm) preestabelecidos in vitro foram inoculados em tubos de






 (0, 25, 50, 75, e 100 %) e mantidos em
sala de crescimento com 27±1 oC e 32 µM.m-2.s-1 de intensidade luminosa por 16 horas diárias. Após 60 dias
avaliaram-se o número total de brotos, o peso da matéria fresca da parte aérea e o peso da matéria seca total.




 para 50% e de KNO
3
 para 75%.
Palavras-chave: cafeeiro, segmento nodal, cultura de tecidos, meio MS.
ABSTRACT
Considering that the MS medium is very rich in mineral salts ally to the high cost and the difficulty







) used in the culture medium of nodal segments of Coffea arabica L. cv. Rubi.






 (0, 25, 50, 75
and 100 %) and maintained at growth room with 27±1 ºC temperature and 16 hours/day under 32 mM.m-2.s-1
light intensity. After 60 days were evaluated the total number of sprouts, the aerial part fresh matter weight and




 concentration to 75% and KNO
3
 to 50%.
Key-words: Coffee plant, nodal segment, tissue culture, MS medium.
1Suporte financeiro do CBP&D Café e FAPEMIG.
2Depto de Biologia/UFLA, doutoranda em Fisiologia Vegetal.
3Depto de Agricultura/UFLA, Lab. Cultura de tecidos. Campus Universitário, CEP 37200-000. Lavras-MG. Tel. 35 38 29 13 23. e-mail:
<mpasqual@ufla.br>
4Depto de Agricultura/UFLA, mestrando em Fitotecnia.
5Depto de Agricultura/UFLA, Laboratorista/Laboratório de Cultura de Tecidos.
108                                                                                                 Scientia Agraria, v.3, n.1-2, p.107-112, 2002.
RIBEIRO, L.S. et al.   Fontes de nitrogênio na micropropagação...
INTRODUÇÃO
O papel do nitrogênio no crescimento e desen-
volvimento das plantas é amplamente reconhecido. En-







) está correlacionada com a relação
cátion-ânion na planta, onde 70 % dos cátions e ânions





Diversas formulações de meios básicos têm
sido amplamente utilizadas no cultivo in vitro. No en-
tanto, não há uma formulação padrão para o meio
Murashige e Skoog-MS (13), sendo que suas modifi-
cações e diluições têm apresentado bons resultados
para diversas espécies, sendo que as variações mais
freqüentes do meio básico dizem respeito à composi-
ção de macronutrientes (10). Embora o MS seja o
mais comumente utilizado para a propagação de vá-
rias espécies, sua concentração de nutrientes tem sido
identificada como elevada, principalmente quanto ao
fornecimento de N e, neste sentido, muitas modifica-
ções tem sido sugeridas objetivando maior adapta-
ção das culturas e redução dos custos (9).
Alguns autores reportaram que o nitrato, como
única fonte de N, sustenta uma satisfatória taxa de
crescimento em muitas espécies, sendo, também, a
melhor forma de suprimento de N para algumas cul-
turas, tais como cenoura, fumo, Populus, roseira e
várias outras espécies (4).
Quando o N é fornecido somente na forma de
sais inorgânicos de amônio, as células in vitro apre-
sentam sintomas de toxidez (7, 19). A mesma con-
centração de amônio, que é tóxica ou inibitória quan-
do a concentração de nitrato é baixa, permite bom
crescimento quando aumenta a sua concentração (3),
evidenciando a essencialidade da combinação das
duas formas de N, amônio e nitrato, no crescimento
de plantas in vitro (19).
As cultivares de Coffea arabica L. são predo-
minantemente autopolinizadas e, portanto, bastante
uniformes, razão pela qual são comumente propaga-
das por sementes. Entretanto, em qualquer progra-
ma de melhoramento genético, materiais elites po-
dem ser identificados e como ainda não estão em
homozigose só poderiam ser multiplicados
vegetativamente, oportunidade em que a cultura de
tecidos se apresentaria como vantajosa.
A micropropagação é a aplicação mais prática
da cultura de tecidos, através da qual pode-se obter
grande número de plantas sadias e geneticamente
uniformes. A utilização de microestacas vem sendo
utilizada em inúmeros trabalhos com
micropropagação de cafeeiro (1, 2, 14). A maioria das
plantas micropropagadas é obtida pela multiplicação
de brotos axilares (8). A multiplicação de brotos é um
método seguro que pode ser usado quando a produ-
ção de clones de plantas lenhosas for requerida.
Considerando que as plantas tendem a res-
ponder diferentemente às formas minerais de N e,
que a quantidade de N fornecida na forma de nitrato
e amônio no meio de cultura MS é elevada, aliado ao
seu alto custo e dificuldade de aquisição, objetivou-







) usadas no meio de cultura de seg-
mentos nodais de Coffea arabica L. cv Rubi.
MATERIAL E MÉTODOS
Segmentos nodais de Coffea arabica L. cv. Rubi
com 2 cm de comprimento, provenientes de plântulas
preestabelecidas in vitro, foram inoculadas em tubos
de ensaio (25 x 150 mm), com 15 mL de meio de cultu-
ra. Os tratamentos consistiram da interação de con-







meio MS (13) acrescido de 3 mg.L-1 de ácido giberélico
(GA
3
) e 6 mg.L-1 de benzilaminopurina (BAP), solidifi-
cado com 7 g.L-1 de ágar e pH ajustado para 5,8 antes
da autoclavagem a 121 ºC e 1,1 atm por 20 minutos.
Os explantes foram inoculados em câmara de fluxo
laminar e mantidos em sala de crescimento com tem-
peratura de 27±1 ºC, fotoperíodo de 16 horas e 32
mM.m-2.s-1 de intensidade luminosa. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado em esque-
ma fatorial 5 x 5, com quatro repetições, três tubos por
parcela, perfazendo um total de 100 parcelas, cada tubo
contendo um explante. Para a análise estatística, utili-
zou-se o software Sisvar (6), e os tratamentos compa-
rados através de regressão polinomial. Após 60 dias
avaliaram-se número total de brotos e peso da matéria
fresca e seca da parte aérea, constituídas das brotações
com as respectivas folhas. Para obtenção do peso da
matéria seca utilizou-se estufa de secagem na tempe-
ratura de 60 ºC por 72 horas.
RESULTADOS E DISCUSSÃO
Na interação entre as fontes de N, somente a
utilização de 75% da concentração de KNO
3
, no meio
de cultura, promoveu aumento no número total de






Quando se utilizou somente o KNO
3
, como fon-
te de N, o número total de brotos foi mínimo. Quando
o N é fornecido somente na forma de nitrato a quan-
tidade desse nutriente no meio de cultura é abundan-
te no início do estabelecimento do explante. Entre-
tanto, com o crescimento do explante, o meio de cul-
tura começa a apresentar deficiência desse nutrien-
te. Quando o N é fornecido nas formas de nitrato e
amônio, inicialmente o N na forma nítrica é consumi-
do mais rapidamente e, posteriormente, o N na forma
amoniacal torna-se disponível para ser consumido
pelo explante. Em trabalho realizado com Cycas
revoluta (15), não obteve-se indução de brotações
quando esta foi cultivada em meio contendo nitrato
como única fonte de N. Desta forma fica evidenciada
a essencialidade da combinação de ambas as fontes
no cultivo in vitro (19).
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2        R2 = 0,69
FIGURA 1 – Número total de brotos em segmentos nodais de Coffea arabica L. cv. Rubi, inoculados em meio MS
com 75% de Nitrato de Potássio em concentrações crescentes de Nitrato de Amônio.
As concentrações de 75 e 100% de KNO
3
 pro-
moveram acréscimos significativos no peso da maté-




de 54% e 47%, respectivamente (Figura 2). Pode-se




não são necessárias para esta variável, enquanto con-
centrações superiores a 75% de KNO
3
 da recomenda-
ção padrão do meio de cultura, não são eficientes para
obtenção de maior peso da matéria fresca da parte
aérea de explantes de Coffea arabica L.
Quando o N é fornecido somente na forma de
sais inorgânicos de amônio, as células in vitro apre-
sentam sintomas de toxidez (7). Entretanto, a mesma
concentração de amônio, que é inibitória quando a con-
centração de nitrato é baixa, permite bom crescimento
quando aumenta a sua concentração (3). Houve de-
créscimo de 40,7% na matéria fresca de Endive cv.





- (17). Melhores resultados para peso de
matéria fresca de brotos de batata doce foram obtidos
ao serem cultivados com nitrato de amônio quando
comparado com outras fontes de N (5).
O peso da matéria seca da parte aérea au-
mentou linearmente com o incremento das concen-
trações de Nitrato de Amônio (Figura 3) e Nitrato de
Potássio (Figura 4).
 
YKNO3 (75%) = -0,0005+0,0076X-0,00007X
2  R2 = 0,68
YKNO3 (100%) = 0,0065+0,0056X-0,00006X








































      75 KNO3      100 KNO3KNO3 (75 %) KNO3 (100 %)
FIGURA 2 – Peso da matéria fresca da parte aérea de segmentos nodais de Coffea arabica L. cv. Rubi, inoculado
em meio MS com 75 e 100% de Nitrato de Potássio em concentrações crescentes de Nitrato de
Amônio.
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Y =  0,002717+ 0,000025X       R2 = 0,74
FIGURA 3 – Peso da matéria seca da parte aérea de segmentos nodais de Coffea arabica L. cv. Rubi, inoculados
em meio MS, em concentrações crescentes de Nitrato de Amônio.
 







































FIGURA 4 – Peso da matéria seca da parte aérea de segmentos nodais de Coffea arabica L. cv. Rubi, inoculados
em meio MS, em concentrações crescentes de Nitrato de Potássio.
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O nitrato, como única fonte de N, sustenta uma
satisfatória taxa de crescimento em muitas espécies,
sendo, também, a melhor forma de suprimento de N
para algumas culturas (4). Embora haja relatos de
que quando o N é fornecido somente na forma de
sais inorgânicos de amônio, as células in vitro apre-
sentam sintomas de toxidez (7, 19), no presente tra-
balho não foi verificado esse comportamento no peso
da matéria seca da parte aérea.
Os resultados confirmam citações (12, 16) de
que o N é um dos elementos essenciais e ativos para
diversos processos metabólicos da planta. Existe uma
relação ótima de nitrato/amônio, a qual promove maior
assimilação em N comparada à assimilação do N
fornecida por nitrato ou amônio isolados (11).
Deve-se considerar também que a alta con-
centração de sais do meio MS, comparada a outros
meios, especificamente dos níveis de amônio e nitra-
to, pode ser crítica no processo de morfogênese e
crescimento (16), sendo a demanda energética
fornecida pelo metabolismo de carboidratos e a assi-
milação destes íons diretamente relacionada ao su-
cesso da cultura in vitro (12, 16).
CONCLUSÕES
Em comparação à proporção original de solu-
ções com nitrogênio, componentes de meios de cul-







crescimento de segmentos nodais de Coffea arabica
cv. Rubi, conclui-se que:
- O maior crescimento de brotos de cafeeiro é








- A parte aérea tem melhor crescimento, quan-
do as concentrações das soluções nitrogenadas es-
tão entre 75 a 100% para KNO
3





, comparadas à solução original.
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